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論文内容の要旨
【目的】
ストレスに対する細胞応答は種を越えて普遍的であることが知られているo なかでも熱ショック蛋白質 (HSPs)
は蛋白質構造の保存性が高く，熱、ショック、虚血などの環境ストレスにより著しく誘導が克進する。 HSPsは細胞内
で様々な機能を持つo HSP70は分子シャペロンとして機能し，変成蛋白質の分解処理を介助することが示されている。
HSP32 (へムオキシゲナーゼ- 1 : HO-l) は，変成へム蛋白質を一酸化炭素 (CO) と抗酸化能を持つじリルビンに
分解する。心臓においても虚血一再潅流は組織障害を惹起するのみならず，抗酸化酵素やストレス蛋白質などの内在
性蛋白質誘導によるストレス応答を行い，負荷耐性を惹起することが明らかとなりつつある (ischemic precondiｭ
tioning)。しかし，生体における虚血は，低酸素分圧，低 pH，低代謝基質，代謝産物蓄積など多因子より構成され
るが，個々の虚血を構成する因子がそれぞれ如何なる情報伝達系を介して，ストレス蛋白質誘導を惹起するかは明ら
かとなっていな L、。今回，種々の異なった模擬虚血一再濯流条件下に， HSP70, HO-lがし、かなる細胞内情報伝達経
路を介して誘導されるかを検討した。
【方法】
1. 模擬虚血一再瀧流系の作成
生後 1 日目の Wistar -Kyoto ラットをエーテル麻酔下に関胸し心臓を摘出した。摘出した心臓を洗浄した後， コ
ラゲナーゼ処理にて心筋細胞を単離・培養し， (1)酸素分圧の変化(低酸素 : 95%Nz + 5 % C02 ，正常酸素: 95% 
room air + 5 % COz) , (2)代謝基質の変化(無グルコース，対照: 25mmol/L グルコース)， (3)pH の変化(アシドー
シス: pH6.5，対照: pH7.4)を負荷した。
2. ストレス蛋白質誘導の検討
HSP70, HO-l蛋白質の発現を Western blot 法， mRNA 発現を Northern blot 法で検討するとともに， (1)プロテ
インキナーゼ C (PKC) 系の関与を PKC 阻害薬 (0.1μmol/L スタウロスポリン， 1μmol/L カルホスチン C) ，
(2)熱ショック因子 (HSF) 系の関与を0.1mmol/L ケルセチン， (3)新規蛋白質合成の必要性を 1 mmol/ L シクロへ
キシミドをそれぞれ用いて検討した。
??
【成績】
1. 模擬虚血一再濯流によるHSPsの誘導
1 )低酸素負荷により， HO-1蛋白質が負荷後12時間より誘導されたが， HSP70は誘導されなかった。 HO-1mRNA
も同様に 3 時間後より誘導された。一方，低酸素24時間後に再酸素化を加えると再酸素化12時間後より HSP70
とともに HO-1蛋白質誘導を認めた。
2 )無グルコース培養により， HSP70, HO-1蛋白質が負荷後12時間より誘導され， HSP70 , HO-1mRNA も同様
に 3 時間後より誘導された。
3) アシドーシスにより， HO-1蛋白質が負荷後12時間より誘導されたが， HSP70は誘導されなかったo HO-1mRNA 
も同様に 3 時間後より誘導された。
2. HSPs 誘導の情報伝達系の検討
1) PKC 阻害剤(スタウロスポリン， カルホスチン C) は，無グルコース培養による HSP70 ， HO-1蛋白質，
mRNA の誘導を抑制したが，低酸素，低酸素一再酸素化，アシドーシスによる HSP70 ， HO-1 の誘導は抑制し
なかった。一方， 100ng/ml PMA 添加により PKC を活性化すると， HSP70, HO-1蛋白質の誘導を認めたo
2) HSF 阻害薬(ケルセチン)は，低酸素，低酸素一再酸素化，アシドーシスによる HSP70 ， HO-1蛋白質，
mRNA の誘導を抑制したが，無グルコース培養による HSP70， HO-1の誘導は抑制しなかった。
3) 蛋白質合成阻害薬(シクロヘキシミド)は，すべての模擬虚血一再潅流による HSP70 ， HO-1mRNA 誘導を
阻害したo 一方，熱ショックによる誘導はシクロへキシミドにより阻害されなかった。
【総括】
虚血一再潅流を構成する低酸素，再酸素化，グルコース欠之，アシドーシスは，心筋細胞においてそれぞれ異なる
ストレス蛋白質の発現パターンを示すとともに，その過程に新規蛋白質の合成が必要であった。かかる心筋細胞の模
擬虚血一再潅流によるストレス蛋白質誘導に，少なくとも 2 つの情報伝達系が関与した。低酸素，低酸素一再酸素化，
アシドーシスにより活性化される経路はHSF によって制御されており，グルコース欠之により活性化される経路は
PKC によって制御されていた。
論文審査の結果の要旨
本研究は虚血一再潅流による心臓のストレス蛋白質誘導機構を，ラット心筋細胞モデルを用いて検討したものであ
る。
虚血一再潅流を構成する低酸素，再酸素化，グルコース欠之，アシドーシスは，心筋細胞においてそれぞれ異なる
発現パターンで HSP70， HSP32 (HO-1) 蛋白質発現を惹起した。かかる心筋細胞の模擬虚血一再潅流によるストレ
ス蛋白質誘導には，少なくとも 2 つの情報伝達系が関与した。低酸素，低酸素一再酸素化，アシドーシスにより活性
化される経路は heat shock factor によって制御されており， グルコース欠乏により活性化される経路は protein
kinase C によって制御されている可能性が示された。また，両経路の活性化には，新規蛋白質の合成が必要であっ
Tこ O
本研究は心臓のストレス蛋白質誘導を介した負荷応答機構の解明に貢献するものであり，学位に値すると考えられ
る。
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